微囊藻毒素-RR对烟草细胞活力及营养生理的影响 by 黄文敏 et al.
中国环境科学 2007，27(3)：382-386 China Environmental Science 
微囊藻毒素一RR对烟草细胞活力及营养生理的影响 
黄文敏 ‘，-，邢 伟 ‘．-，李敦海 ‘，刘永定 卜(1．中国科学院水生生物研究所，湖北 武汉 430072：2．中国科学院研究 
生院．北京 100049) 
摘要：采m0．1，1．0，10．Op∥mL的微囊藻毒素．RR(MC．RR)处理烟草BY．2悬浮细胞，测定了细胞活力、细胞内蛋白质含量、可溶性糖含量、 
硝态氮含量及总磷含量，并且检测了酸性磷酸酶(ACP)的活力变化情况．结果表明，中、高浓度毒素处理细胞2d后，细胞活力及蛋白质含量与 
对照相比均显著下降．高浓度MC．RR处理降低了胞内可溶性糖的含量，暴露2d后仅为对照的45．57％：低浓度MC．RR处理在后期增加了胞内 
可溶性糖含量．高浓度毒素处理细胞4d后，细胞内硝态氮含量显著低于对照：中、低浓度毒素处理细胞7d后降低了胞内硝态氮含量．3组毒素 
处理均降低了胞内总磷含量．到实验结束时，低、中、高浓度处理组的胞内磷含量分别为对照的74．98％、76．47％和84．00％．3组处理组ACP 
活力与对照相比呈现先降低后升高的趋势． 
关键词：微囊藻毒素．RR；烟草BY．2悬浮细胞；细胞活力；营养生理 
中图分类号：X503．23 文献标识码：A 文章编号：1000—6923(2007)03—0382—05 
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Abstract：Adopting 0．1，1．0，10．0 Il microcystin—RR (MC—RR)to treat tobacco BY一2 suspension cels，the cel 
viability，contents of protein，soluble sugar,nitrate—nitrogen，and total phosphorus in cels were determineded；and the 
viability change conditon of acid phosphatase(ACP)was detected．The cel viability and protein content after the cels 
were treated by middle and high concentration toxin for 2d decreased markedly compared with the contrast．Th e soluble 
sugar content decreased by treating of high concentration MC—RR。after exposure of 2d，it was only 45．57％ of the contrast 
Th e soluble sugar content increased in the later period of low concentration M C—RR treating．After the cels were treated 
by hi2Il concentrationtoxinfor4d，the content ofnitrate—nitrogenin cellswerelowermarkedlythan the contrast，afterthe 
cels were treated by mi ddle an d lOW concentration toxin for 7d．the content of nitrate—nitrogen in cells were lowered．3 
groups of toxin treating al lowered the total phosphorus content．At the end of test，the phosphorus contenfly of low， 
mi ddle。high concentration treating groups were 74．98％，76．47％ and 84．00％ of the contrast respectively．Th e ACP 
activity of3 treating groups compared with the contrast appeared the tendency off'trst lowering then raising． 
Key words：mi crocystin—RR： tobacco BY-2 suspension cell：cell viability；nutrient physiology 
藻毒素的产生是蓝藻水华污染的主要危害 
之一．在已发现的藻毒素中，微囊藻毒素(MC)的 
毒性较大，危害也最严重．MC具有6O多种变体，其 
中以MC—LR、MC—RR和MC—YR为主，滇池微囊藻 
水华产生的MC主要为MC—RR[1．研究表明，微囊 
藻水华可以减少沉水植物的生物量 J，并导致水 
生植物的群落减小L3】．在植株个体水平上，MC能 
抑制陆生[41及水生植物【5】的生长，减少其叶绿素 
含量【6】．但MC对植物营养生理的影响未见报道． 
烟草BY一2悬浮细胞作为模式生物检测藻毒 
素的毒性机理，具有细胞颗粒细小且分散均匀，并 
且培养条件严格一致的优点，这样既保证了实验 
中细胞与毒素的充分接触，重复样品间较好的平 
行性，也保证了批次实验间的可对比性及可重复 
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性．目前有关MC—RR的毒性机理研 究在烟草 
BY一2细胞中已展开了相关工作，尹黎燕等[1,7-8]研 
究发现，MC—RR可对烟草BY一2细胞造成氧化胁 
迫，并激发细胞 内抗氧化 系统的响应 ；此外， 
MC—RR还可诱导烟草细胞的凋亡．本实验从营养 
代谢的角度着手，研究了MC—RR暴露后，烟草细 
胞活力、细胞内蛋白质含量、可溶性糖含量及硝 
态氮、总磷和与磷代谢相关的酶等若干指标的变 
化情况，探讨了MC对烟草悬浮细胞中与营养代 
谢相关的生理态势的影响． 
1 材料与方法 
1．1 材料 
烟草悬浮细胞(Nicotiana．tabacum L．CV． 
Bright Yelow 2)由中国科学院武汉植物园尹黎 
燕博士提供．细胞在改良的MS液体培养基[MS 
盐 ，O．5mg／L肌 醇 ，1．3mg／L维 生 素 B1，200mg／L 
KH2POa和 3％(w／v)蔗 糖 ，O．2mg／L 2,4一D和 
0．1mg／L激动素】中培养，并调节培养基pH值至5．8 
将细胞放置在摇床 中120r／min振荡培养，温度 
(25±11℃，24h黑暗． 
藻毒素的制备：称取一定量的滇池微囊藻水 
华干藻粉，加入5％冰醋酸，室温下搅拌抽提3h，提 
取液以8000r／min离,l~,30min，取上清液置瓶中待 
用．残渣按上述方法重复提取2次，将3次提取上清 
液合并，过 自制C18柱，将90％甲醇洗脱液在旋转 
蒸发仪上蒸发至干，所得干粉即为微囊藻毒素粗 
提物，用一定体积纯甲醇溶解后由HPLC进行检测． 
毒素标样购 自Sigma公司，其他试剂均为分 
析纯． 
1．2 仪器 
高速冷冻离心机(GL一10LM，湖南星科科学 
仪器有限公司)；旋转蒸发仪(RV 06一ML 1一B，IKA 
公司，德国)；制备型高效液相色谱(Waters 600， 
waters公 司 ，美 国 )；超 声 波 细 胞 破 碎 仪 
(SANYO—MSE SONIPREP 150，MSE公司，英国)； 
TECAN酶标仪(SUNRISE，瑞~)；Milipore超纯水 
制备仪(Milipore公司，美国)． 
1．3 实验方法 
因本试验旨在探讨室内条件下MC—RR对烟 
草细胞的短期急性生理毒性效应，故试验浓度的 
选择比野外水体一般情况下的浓度要高，分别为 
0．1，1．0，10．01ag／mL． 
取处于对数生长期的烟草细胞接种于新鲜 
的KCMS液体培养基，在培养基中加入经抽滤灭 
菌的MC—RR，使终浓度分别为0．1，1．0，10．0og／mL， 
并设对照，每处理3个平行．分别在培养的第2，4， 
5，7，9d收集适量细胞，检测细胞活力，测定细胞内 
蛋白质、可溶性糖、硝态氮、总磷含量及酸性磷 
酸酶(ACP)活力． 
1．4 测定方法 
细胞活力的测定采用TTC法【9】，单位以每g 
细胞鲜重在485nm处的OD值表示(A485)；可溶性 
蛋白质含量采用Bradford【l UJ法测定，以牛血清白 
蛋白(BSA)为标准蛋白；可溶性糖含量的测定采 
用Kochert[11]的方法；细胞内硝态氮含量的测定采 
用李合生【 的方法；细胞内磷含量的测定采用磷钼 
蓝分光光度法；ACP活性的测定采用南京建成试 
剂盒． 
1．5 统计分析 
实验结果表示为平均数±标准误差，使用 
SPSS统计软件和One—Way ANOVA法对组间数 
据进行差异显著性分析． 
2 结果与讨论 
2．1 MC—RR对烟草细胞活力的影响 
由图1可见，处理组的细胞活力在毒素暴露 
的第2d~1]被抑制，且随毒素浓度的增加，细胞活力 
逐渐下降，高浓度处理组细胞活力显著低于对照． 
低、中浓度处理组细胞活力分别在第4，6d恢复正 
常，高浓度处理组细胞活力也有所恢复，但仍略低 
于对照．本实验中采用TTC法测定的细胞活力，代 
表的是细胞新陈代谢的能力【l引．处理组细胞活力 
的降低表明毒素处理削弱了细胞新陈代谢的能 
力，而新陈代谢减慢会导致细胞分裂减慢并促进 
有毒代谢产物聚集，对细胞将产生不利影响． 
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图 l MC．RR对细胞活力的影响 
Fig．1 Effect of MC·RR on the viability of BY·2 cells 
与对照相比，·P<0．05，下同 
2．2 MC—RR对烟草细胞可溶性蛋白质含量的 
影响 
研究表明，MC胁迫下细长聚球藻蛋白质含 
量明显下 ．由图2可见，中、高浓度毒素处理 
细胞2d后即降低了细胞内蛋白质的含量，仅分别 
为对照的57．89％和53．59％，后期有所恢复．低浓 
度处理对细胞内蛋白质含量没有明显影响．蛋白 
质作为结构蛋白，是组成细胞的重要成分：作为调 
控蛋白，在生理代谢中发挥着重要作用．蛋白质含 
量的降低，可能是毒素抑制了蛋白质的合成或某 
些蛋白质分解以助细胞度过逆境．蛋白质含量的 
降低可能会直接影响到细胞的重要生理功能，最 
终抑制细胞生长甚至导致细胞死亡． 
O 2 4 5 7 9 
时间fd) 
图 2 MC．RR对细胞内可溶性蛋白质含量的影响 
Fig．2 Effect of MC·RR on the content of protein 
intheBY．2 cels 
2．3 MC—RR对烟草细胞可溶性糖含量的影响 
糖类是生物获取能量的主要来源，其中可溶 
性糖含量反映了体内作为有效态营养物的糖类 
和能量水平．由图3可见，在整个实验周期中，各处 
理组与对照组的糖含量变化趋势一致。均呈现为 
先降低再升高又降低的趋势．在实验周期的0～2d， 
细胞内可溶性糖含量有一个骤降的过程，可能是 
细胞刚接种到新鲜培养基中，细胞为适应新环境 
消耗了胞内大量的可溶性糖的缘故．当细胞进入 
对数生长期后，胞内可溶性糖的含量逐渐上升，这 
可能是因为细胞从培养基中吸收了大量的蔗糖， 
第5d后可溶性糖的含量逐渐下降，这可能是因为 
到了后期细胞吸收蔗糖的能力下降，而细胞因能 
量需求又消耗了大量的可溶性糖．高浓度MC—RR 
处理细胞2d后，胞内的可溶性糖含量仅为对照的 
45．57％，第2d后糖含量有所回升，但仍略低于对 
照．可溶性糖含量的降低会直接导致细胞内能量 
来源不足，会使细胞内许多重要生理活动减慢甚 
至无法进行，最终表现为细胞生长减慢或停滞．低 
浓度处理组糖含量在处理7d后开始上升，到第9d 
时胞内糖含量高出对照49．62％．以上结果说明， 
对于一定浓度范围内的MC胁迫，烟草细胞表现 
出主动适应，而当毒素浓度过高时，烟草细胞需要 
不断消耗可溶性糖以提供能量来维持细胞基本 
的生理功能，表现为对毒素胁迫的被动适应． 
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图 3 MC．RR对细胞内可溶性糖含量的影响 
Fig．3 Efect of MC—RR on the content of soluble sugar 
intheBY-2 cells 
2．4 MC—RR对烟草细胞硝态氮含量的影响 
氮被称为生命的元素，它的多寡会直接影响 
细胞的分裂和生长．硝态氮是植物最重要的氮源， 
植物体内的硝态氮含量反映了植物的氮素营养 
O  8  6  4  2  O  
l  O  O  O  O  O  
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状况．在本实验中，高浓度毒素处理4d后即显著降 
低了细胞内硝态氮含量，仅为对照的71．86％．中、 
低浓度毒素在暴露7d后降低了胞内硝态氮含量 
(图4)．硝态氮含量的降低意味着受胁迫细胞内氮 
素积累的不充分，可能是MC—RR处理抑制了细胞 
对外界培养基中氮素的吸收．而氮素缺乏，会导致 
蛋白质的合成受阻，而蛋白质形成的减少，又会导 
致细胞小而壁厚，致使细胞分裂减少． 
莲 
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图 4 MC—RR对细胞内硝态氮含量的影响 
Fig．4 Effect of MC—RR on the content of nitrate—N in 
theBY-2 cels 
2．5 MC．RR对烟草细胞总磷含量的影响 
磷是核酸、核蛋白和磷脂的主要成分，它与 
蛋白质合成、细胞分裂、细胞生长有密切关系． 
缺磷会影响细胞分裂，蛋白质合成下降等． 
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图 5 MC—RR对细胞内总磷含量的影响 
Fig．5 Efect f MC—RR on the content of phosphorus 
intheBY-2 cels 
由图5可见，在毒素处理的前4d，各处理组细 
胞内磷含量能维持在对照水平；处理5d后，高浓度 
处理组细胞内磷含量与对照相比开始下降；暴露 
7d后，各浓度处理组细胞内磷含量均降低；到实验 
结束时，低、中、高浓度处理组的磷含量分别为 
对照的74．98％、76．47％和84．00％．MC．RR抑制了 
细胞对外界培养基中磷素的吸收． 
2．6 MC．RR对烟草细胞ACP活性的影响 
ACP是磷代谢 的关键酶[151．由图6可见，在 
0～5d时，低浓度处理组ACP活性基本保持在对照 
水平：中、高浓度处理组ACP活性明显低于对照， 
第7d后，各处理组ACP活性开始上升，到第9d时， 
低、中、高浓度处理组ACP活性分别比对照高出 
73．82％、53．19％和68．25％．ACP为诱导酶，受植物 
体内磷水平制约．磷饥饿时植物细胞内部ACP活 
性的增长是植物对磷缺失现象的一种响应[151．本 
实验中，在MC处理的前5d，毒素处理组细胞内磷 
含量能维持在对照水平，此期间对应的ACP活性 
是被抑制的，毒素暴露7d后，处理组细胞内磷含量 
与对照相比开始下降，ACP活性反而上升．ACP活 
性的被显著诱导，说明了MC胁迫下的细胞存在 
严重的缺磷现象，而磷含量的下降也说明了这 
个问题． 
嚓 
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图 6 MC．RR对细胞 ACP活性的影响 
Fig．6 Efect of MC—RR on the activity ofACP in the 
BY 2 cels 
3 结论 
3．1 浓度为l，101ag／mL的MC．RR在暴露2d后显 
著降低烟草细胞的活力，并减少细胞内蛋白质和 
可溶性糖的含量，暴露4d后显示出抑制细胞氮、 
磷吸收的毒性效应． 
3．2 0．1lag／mL MC．RR处理引起细胞可溶性糖 
含量上升，10~g／mL MC．RR处理导致细胞内可溶 
性糖含量下降．可溶性糖含量的变化趋势反映了 
∞ O 
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烟草细胞对不同浓度MC—RR有不同的响应模式． 
3．3 实验中检测了烟草细胞内蛋白质、可溶性 
糖、硝态氮和总磷各指标的变化情况，这些生理 
指标作为一个整体，共同衡量了毒素暴露下细胞 
营养 态势 的变化 ．本研 究表 明，1，10pg／mL的 
MC—RR暴露可以降低烟草细胞的正常生理态势． 
[8] 
[9] 
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2007年美国化学会年会盛况空前，可持续性首次成为大会主题 
2007年美国化学会(ACS)第233届年会3月25～29日在芝加哥召开，规模空前．5天会议期间共有682场为时半 
天的口头报告会和 96场大字报(poster)会场．共有超过 9400篇论文在大会上交流．此外，大会期间还有各类活动如短 
期培训课程、专业开发项 目、工作讨论会、就业市场活动和学生活动等．同时举办的展览会有 250多家公司参加， 
展位数超过 500个． 
年会的主题是：“能源、食物和水的可持续性”，共有 47个单元活动，覆盖了许多重要专题，有 “现代核反应堆： 
改进现有技术和第 4代开发”、“捕集和隔离温室气体”、“纳米技术促进可持续性”以及 “通过基础化学和生物化 
学研究充分实现太阳能转换的潜力”．可以看到，在一个非常短的时间内，可持续性概念已经成为化学家们的动力，别 
ACS通过确定 2007年的主题表明了它对可持续性的重视． 
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